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し、解析した。さらにその情報を基に、歯根膜組織に高頻度、特異的に発現している新規分子 periodontal ligament 
associated protein-1 (PLAP-1) を単離・同定し、その機能解析を行った。
【材料および方法1
1) ヒト歯根膜組織遺伝子発現プロフィールの作成:矯正治療のため便宜抜歯した第一小臼歯の歯根膜組織より mRNA
を抽出し、ヒト歯根膜組織 3'末端 cDNA ライブラリを作製した。無作為に選択した 1752 個のクローンの塩基配列を
解読し、出現頻度解析及び BLAST 解析を行い、ヒト歯根膜組織遺伝子発現プロフィールを作成した。同時に他のヒ
ト組織・細胞の遺伝子発現プロフィールデータベースとの比較検討を行った。 2) 完全長 PLAP-l 遺伝子の単離・同
室:ヒト歯根膜組織遺伝子発現プロフィール解析の結果、歯根膜組織に高頻度かつ特異的に発現している未知の配列
が見出された。その塩基配列を基に、完全長 cDNA 配列を決定し、 PLAP-l 遺伝子と命名した。 PLAP-1 予想アミノ
酸配列を基にタンパクデータベースにおける相向性解析を行った。 3) 培養ヒト歯根膜細胞 (HPDL) における PLAP-l
遺伝子発現:①50μg/ml アスコルビン酸及び 10mMß ・グリセロリン酸を添加した培地にて 20 日間培養した HPDL
及び、培養 15 日目から Fibroblast growth factor-2 (FGF-2) を 20 ng/ml 加えて培養した HPDL より RNA を抽出
し、半定量性 RT-PCR 法により PLAP-l 遺伝子発現を検出した。②各種サイトカインを用いて 48 時間刺激を行った
HPDL より RNA を抽出し、半定量性 RT-PCR 法により PLAP-l 遺伝子発現を検出した。 4) HPDL における PLAP-1
タンパクの発現:①PLAP-1 アミノ酸配列を基に合成したペプチドをウサギに免疫し、抗 PLAP-1 抗体を作製した。
( 200 ng/ml 及び 400 ng/ml の Bone morphogenetic protein-2 (BMP-2) で刺激した HPDL を、抗 PLAP-1 抗体を
用いて免疫化学的に染色し、 PLAP-1 タンパクの発現を検出した。 5) マウス歯周組織におけるマウス PLAP-1 遺伝
。。Aせ
子発現:ヒト PLAP-j 遺伝子完全長 cDNA 配列を基にマウス PLAP-j 遺伝子を同定し、マウス PLAP-j 特異的 RNA
プロープを作製した。作製したプロープを用いて、 5 週齢マウス上顎骨及び腔骨組織より RNA を抽出しノザンブロ
ット解析を行い、 PLAP-j 遺伝子発現の局在を検討した。また、 3 週齢マウス歯周組織のパラフィン包埋標本を作製
し、 in situ ハイブリダイゼーションによりマウス歯周組織における PLAP-j 遺伝子の発現を検出した。 6) PLAP-j 
遺伝子強発現による ln η・白り機能解析:①当教室において樹立した培養マウス歯根膜細胞株 MPDL22 に PLAP-1 タ
ンパクコード領域を組み込んだ発現ベクターを脂質導入法により遺伝子導入した後、 G-418Sulfate (400μ g/ml) 存
在下にて選択培養し PLAP-j 遺伝子強発現株を得た。②PLAL-j 遺伝子強発現株及び、発現ベクターのみを遺伝子導
入した対照株を、 12 日間培養しアルカリフォスファターゼ (ALPase) 活性を測定・比較した。また、石灰化物形成
についてアリザリンレッド染色を行い、比較・検討した。さらに、 BMP-2 (100 ng/ml) で 24、 48、 72 時間刺激し、
各時点における ALPase 活性を測定・比較したO
【結果】
1υ) ヒト歯根膜遺伝子発現プロフイ一ルにおいて、 Collagen のかp戸e 1及び tσyp戸e IIß遺伝子の発現頻度が最も高く仁、さら
に Ost白eo仰In沼lJ1ectin 及び Pe臼'eriωtin 遺伝子の高発現が認められた。 2) 歯根膜組織に特徴的かっ高頻度で発現している
PLAP-j 遺伝子を単離・同定した。予想アミノ酸配列から、 PLAP-1 タンパクは Biglycan と Decorin に高い相向性を
示し、 smallleucine-richrepeat proteoglycan (SLRP) family class 1 に属する新規の分泌型プロテオグリカン様分
子であることが示された。 3) 長期培養により分化誘導した HPDL において、 PLAP-j 遺伝子の発現は上昇した。ま
た、 PLAP-j 遺伝子の発現は FGF-2 刺激により抑制され、 BMP-2 刺激により充進した。 4) PLAP-1 タンパクは HPDL
に発現しており、その発現は BMP-2 刺激により増強した。 5) マウス歯周組織において、 PLAP-j 遺伝子は歯根膜組
織に特異的な発現を示した。 6) PLAP-j 遺伝子強発現歯根膜細胞株を、長期培養した際の ALPase 活性、石灰化物






本研究は、ヒト歯根膜組織の特徴を遺伝子発現状況の側面から理解するために、ヒト歯根膜組織の 3'末端 cDNA ラ
イブラリを用いて遺伝子発現プロフィール解析を行ったものである。その結果、硬組織形成能を有する歯根膜組織の
特徴が遺伝子発現状況から明らかとなった。さらに、同組織に特徴的に発現する新規プロテオグリカン様分子 PLAP-1
の単離・同定に成功し、同分子が歯根膜組織の恒常性維持に重要な役割を担うことを示す結果を得た。これらの知見
は、歯根膜組織の特徹を分子生物学的な側面から理解する上において極めて有益なものであり、本研究は博士(歯学)
の学位を得るに値するものと認める。
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